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論 文 内 容 要 旨
※整理番号 854 氏 名 小林憲市（こばやしけんいち）
学位論文題目
Generation of an OCT3/4 reporter Cynomolgus monkey ES cell line using
CRISPR/Cas9
【Resourceの有用性】
カニクイザルは、他の実験動物と比較し、サイズ、遺伝的背景を含めて最もヒトに近 
く、非常に有用な実験動物とみなされている。カニクイザルE S細 胞 （以下 CynESC) 
はヒトのES cellと同様な方法で樹立可能だが、ヒトや、マウスのE S Cに比べ、不安 
定で分化傾向が強いため、未分化な状態で維持することが難しい。0CT3/4の発現は 
ESCが多能性を維持するのに不可欠な要素である。 (Niwa, 2015)。より容易かつ、適 
した状態で維持培養を可能にするために、我々は0CT3/4 P2A tdTomato IRES ZeocinR 
CynESCを樹立した。このcell lineはノックインされたt’dTomatoによって未分化な 
細胞の可視化を可能にし、培地に zeocinを加えることで、分化した細胞を除外し、 
耐性を獲得した未分化な細胞のみ分離することが可能である。この効果は特にフィー 
ダー細胞なしでの培養において有用性が高い。
【Resourceの詳細】
CynESCはヒトのES cellと同様な方法で樹立し、野生型の細胞をCynESC_3Xと命名 
した。 (Seita et al., 2019).ゲノム編集は、CRISPR/Cas9による特異的な切断と 
相同組換えを用い、0CT3/4の終止コドンをP2A tdTomato IRES ZeocinR p A カセット 
に置換した。まず、P 2 Aの切断効率を高めるため、GSG Linker (glycine-serine-glycine 
sequence)を P2A,の上流に挿入した相同組換え用のプラスミドを作成した。相同組換 
えを誘導するための遺伝子切断は、オフターゲット効果を減らす目的でCas9 nickase 
を用いたdouble nicking法にて行い、0CT3/4の終止コドンの上流と下流にそれぞ 
れ 1 つずつ、計 2 つのガイドR N Aを設計した。レポーターカセットの組み込まれたプ 
ラスミドと、ガイドR N Aを含むCas9 nicka.se発現プラスミドを同時にトランスフエ 
クシヨンし、zeocin耐性を描く委任しだ6 つのクローンをpick u p し、すクリーニン 
グを行なった。 うち#2 は homo ノックインのため、#1 と林5 は野生型アレルへのin­
dell ・ tation のため、 # 3は目的外の配列の挿入のため除外され、適切なカセット挿 
入が確認された#4 のクローンを0TZ4と命名した。
(備考） 1 . 論文内容要旨は、研究の目的•方 法 •結 果 •考 察 •結論の順に記載し、 2 千字 
程度でタイプ等を用いて印字すること。
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別紙様式3 の 2 (課程博士 •論文博士共用）
(続紙）
染色体異常がなぃこと、STR解析では遺伝子改変前のCynESC-3X由来であることに加 
え、精子採取したオスと採卵を行なったメスのカニクイザル由来の細胞であることを 
証明した。Quantitative RT-PCR にて analysis revealed that expression of 
pluripotent stem cell markers, such as 0CT3/4, S0X2, and NANOG といった多能 
性幹細胞のマーカーが野生型のCynESC-3Xとほぼ同等であることを確認した。
0 T Z 4は赤色の蛍光を示すが、赤色蛍光と、免疫染色によるtdTomatoのシグナルと 
0CT3/4タンパクの発現がoverlapすることを確認した。0TZ4はフィーダー細胞なし 
でも維持培養可能で、培地に Zeocinを添加することでtdTomatoの発現がNegative 
な分化した細胞を除外できるため、より効率的に未分化細胞が培養されてぃることを 
確認した。0TZ4を免疫不全マウスの精巣に移植し、3 杯葉をもっ、奇形腫形性能を持 
っことを確認、した。
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学位論文審査の結果の要旨
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(学位論文審査の結果の要旨）※明朝体 1 1 ポイント、 6 0 0 字以内で作成のこと
小児の泌尿器疾患の治療では、外科的技術が進歩してきた今日においても、一部の症例で 
は腎機能の低下とその廃絶を食い止めることができない。そのような例に対して、多能性 
幹細胞を使用した臓器の再生医療が模索されている。その際、加 W w研究では霊長類であ 
るサルの多能性幹細胞であるE S細胞を用いることができる。 しかし、現在使用されてい 
るカニクイザルのE S細 胞 （以下 C ynESC )は、未分化な状態で維持することが難しく、臓 
器再生のツールとしては不向きである。そこで、本論文では未分化な状態を維持し続ける 
ことが可能で、fl蔵器再生のツールとして使用可能な新たなCynESCの作成を試み、以下の 
点を明らかにした。
1) CynESCをヒトのE S細胞と同様な方法で樹立し、CynESC-3Xと命名した。
2) CynESC-3Xに対し、CRISPR/Cas9を使用した相同組み換えにより、OCT3/4の下流に 
P2A+tdTomato IRES+Zeocin刪•性遺伝子を挿入したCynESC-3Xのクローンを作成し、 
O TZ4と命名した。
3) OTZ4は染色体異常がなく、また、フィーダー細胞なしに維持培養が可能で、Zeocin 
を添加することで効率的に未分化細胞のみを得ることができる細胞であった。
4) OTZ4は免疫不全マウスの精巣に移植することにより、3 胚葉を持つ奇形腫形成能を 
持つことから、fl蔵器再生の細胞ツールとして研究使用できることが明らかになった。
本論文は、臓器再生の細胞ツールとして、カニクイザルの新たなE S細胞を作成した研究 
であり、また最終試験として論文内容に関連した試問を実施したところ合格と判断された 
ので、博 士 （医学）の学位論文に値するものと認められた。
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